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摘要 : 启动 子 (promotor) 作为 基因 时 空 表 达 调 控 的 重要 元 件 , 与 RNA 聚合 酶 结合 形成 转录 起 始 复 
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| 着 基因 表达 的 起 始 时 间 和 表达 水 平 。 oon 
机 制 ,为 解析 基因 调控 网 络 商定 基础 。 本 文 对 昆虫 启动 子 研究 方法 进 


明基 因 表 达 调 控 的 


述 ,主要 阐述 昆虫 启动 子 


及 其 特定 元 件 的 鉴定 方法 ,以 及 昆虫 启动 子 的 应 用 。 
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Abstract: Promoter is an important component regulating gene expression. It binds to RNA polymerase to 


form a transcription initiation complex that controls the initiation time and the level of gene expression. 


Studies on promoters may contribute to elucidating the underlying mechanism of gene expression 


regulation so as to lay the foundation for the analysis of gene regulatory networks. 


reviewed the research methods of insect promoters , 


In this article, we 


mainly about the methods for the identification of 


insect promoters and their specific components and the application of insect promoters. 
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启动 子 (promotor) 是 基因 表达 调控 的 重要 顺 式 











昆虫 是 地 球 上 种 类 最 多 最 繁盛 的 动物 类 群 , 对 











作用 元 件 , 对 启动 子 的 研究 有 助 于 解析 基因 表达 调 
控 的 机 制 。1961 年 ,法 国生 物 学 家 对 大 肠 杆菌 乳糖 
代谢 系统 突变 体 进行 研究 ,发现 了 乳糖 操纵 子 
(Jacob and Monod, 1961) ,这 为 研究 基因 表达 调控 
莫 定 了 基础 ,同时 也 项 响 了 启动 子 研究 的 大 门 。 
1964 年 ,启动 子 被 发 现 (Jacob et al., 1964)。 从 此 
启动 子 的 结构 功能 以 及 启动 子 在 基因 工程 中 的 应 
用 成 为 研究 热点 。 
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提供 了 极 大 的 支持 ,也 为 高 效 而 精准 的 害虫 防治 提 
供 参 考 。 同 时 一 大 批 基因 表达 调控 元 件 的 鉴定 ,为 
解析 启动 子 结构 及 基因 调控 网 络 作出 了 贡献 。 





1 启动 子 的 一 般 结构 及 分 类 





启动 子 是 位 于 基因 5' 端 上 游 且 与 RNA 聚合 酶 
寺 异 结合 的 一 段 DNA 序列 , 它 决定 转录 起 始 的 位 置 
和 频率 (Nolis et al., 2009)。 真 核 生物 启动 子 依据 
不 同 的 RNA 聚合 酶 的 结合 可 以 分 为 3 类 : 1 型 启动 
F, RJA rRNA 前 体 基因 的 表达 ; 开 型 启动 子 , 涉 
及 众多 编码 蛋白 基因 的 转录 ; 亚 型 启动 子 ,启动 一 些 





Enhancer 





Insulator 


小 分 子 RNA 的 转录 ,如 5S rRNA, tRNA 和 snRNA 
启动 子 (Putthoff et al., 2003) 。 开 型 启动 子 结构 较 
T 和 亚 型 启动 子 复杂 ,其 主要 由 核心 启动 子 .调控 序 
列 组 成 (图 1) 。 核 心 启动 子 是 确保 RNA 38 E TT 
正常 转录 的 最 短 DNA 序列 ,一般 包括 TF IL B 识别 
元 件 (TF II B re-cognition element, BRE) , TATA 框 、 
#244 TF (initiator, Inr) Al PY 2] 76 UE (downstream 
promoter element, 包括 DCE, DPE 和 MTE)。 调 控 序 
列 可 分 为 启动 子 最 近 元 件 (promoter-proximal element ) , 
上 游 激 活 序列 (upstream activator sequence, UAS) 、 
增强 子 (enhance) 沉默 子 (silencer) 和 边界 元 件 
( boundary element) 等 (James et al., 2013) 。 
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图 1 工 型 启动 子 结构 示意 图 (Lenhard et al., 2012) 


Fig. 1 


Schematic diagram of the structure of type II promoter ( Lenhard et al., 2012) 





A: 一 般 启 动 子 元 件 示 意图 Diagram of the general promoter element diagram. TSS; 转录 起 始 位 点 Transcription start site; TFBS; 转录 因子 结合 位 点 
Transcription factor binding sites; CRMs: 顺 式 调节 模块 Cis-regulatory modules. B; 核心 启动 子 序列 Sequence patterns in core promoters; BRE; B 识 
别 元 件 B recognition element; DCE: 下 游 核心 元 件 Downstream core element; DPE: 下 游 启 动 子 元 件 Downstream promoter element; Inr: 起 始 子 


Initiator; TATA; TATA 框 TATA-box; MTE; 十 基 序 元 件 Motif ten element. 





启动 子 依据 转录 模式 可 分 为 3 类 :(1) 组 成 型 
启动 子 (constitutive promoter) :启动 结构 基因 在 所 有 
组 织 中 表达 ,表达 量 在 各 组 织 器 官 和 各 发 育 阶 段 基 
本 恒定 , 受 外 界 环 境 的 影响 很 小 。 昆 虫 中 组 成 型 启 














动 子 具有 广 谱 表 达 和 启动 效率 高 的 特性 ,如 肌 动 蛋 
日 (actin) 和 泛 素 (ubiquitin) 等 基因 的 启动 子 (Thummel 
et al., 1988; Anderson et al., 2010)。(2) 组 织 特 异 
型 启动 子 (tissue-specific promoter) :启动 基因 在 特定 
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组 织 中 表达 ,具有 发 育 调节 的 特性 ,能 使 目的 基因 表 





应 用 。 奖 光 素 酶 是 自然 界 生物 体内 催化 荧光 素 或 脂 








达 产 物 在 一 定 组 织 部 位 积累 ,以 达到 局 部 表达 量 增 
加 。 昆 虫 组 织 特异 启动 子 如 生殖 细胞 特异 表达 的 
Nanos 和 vasa 基因 的 启动 子 以 及 家 乍 丝 腺 特异 表达 
的 serl 基因 的 启动 子 ( Guo et al., 2005; Papathanos 
et al., 2009; Ali et al.，2010)。(3) 诱 导 型 启动 子 
(inducible promoter) :在 某 些 特定 的 物理 或 化 学 信号 
的 诱导 下 可 大 幅度 地 提高 基因 的 转录 水 平 ,没有 诱导 
物 存 在 时 基因 表达 水 平 很 低 甚至 不 表达 ,如 昆虫 热 休 
SCR A ZEA hsp70 Ja oF (Pelham, 1982)。 本 文 主 
要 对 昆虫 基因 工 型 启动 子 的 研究 方法 进行 综述 。 





2 昆虫 基因 局 动 子 鉴 定 方法 


随 着 生物 信息 学 的 发 展 ,许多 启动 子 预测 网 站 
或 软件 推出 ,如 McPromoter (http: // genes. mit. edu/ 
McPromoter. html) , Promoter2. 0 ( http: // www. cbs. 





dtu. dk/services/Promoter/) , PromoterScan ( https; // 
www-bimas. cit. nih. gov/molbio/proscan/) , Neural 
Network Promoter Prediction (http; // fruitfly. org: 
9005/seq _ tools/promoter. html ) NCBI ( http: // 
www. ncbi. nlm. nih ) Genomatix (http: // www. 
html ), JASPAR 
database (http; //jaspar. binf. ku. dk/) , CBRC (http: 
// www. cbre. jp/research/db/TFSEARCH. html) 和 
Core-Promoter Prediction Program ( by Michael Zhang) 
(http: // rulai. cshl. org/tools/genefinder/ CPROMOTER/ 
human. htm) 44 (Liu and States, 2002; Zhao et al., 
2007)。 昆 虫 基因 启动 子 的 研究 一 般 先 利用 启动 子 
预测 软件 或 网 站 对 启动 子 序列 进行 分 析 , 可 初步 得 
到 调控 序列 的 位 置 种 类 、 可 能 的 转录 起 始 位 点 等 信 
息 ,为 实验 鉴定 提供 参考 。 效 就 昆虫 基因 启动 子 鉴 
定 方法 ( 表 1) 从 不 可 遗传 表达 分 析 和 可 遗传 表达 分 
析 两 方面 阐述 。 
2.1 不 可 遗传 表达 分 析 方 法 

不 可 遗传 表达 分 析 是 采用 瞬时 表达 的 方法 来 研 
究 局 动 子 ,不 能 在 下 一 代 持 续 观 测 启动 子 表 达 情 况 ， 
故 分 析 周 期 相对 较 短 。 一 般 会 依据 启动 子 预测 结 
或 查阅 文献 依据 重要 的 调控 元 件 进行 截 短 ,将 截 短 
的 片段 装载 到 报告 基因 表达 载体 上 ,利用 转 染 或 电 
穿孔 的 方式 导入 细胞 中 ,通过 检测 报告 基因 的 表达 
来 研究 启动 子 特性 。 
2.1.1. 双 诡 光 素 酶 报告 基因 系统 :近年 来 双 严 光 素 
酶 报告 基因 表达 系统 在 昆虫 基因 启动 子 研究 中 广泛 


genomatix. de/solutions/index. 
































肪 醛 氧化 发 光 的 酶 的 统称 。 哺 乳 动物 细胞 体内 没有 
内 源 性 荧光 素 酶 。 虱 火 虫 是 生物 界 为 人 所 熟知 的 发 
光 生 物 ,Promega 公司 利用 萤火虫 欧 光 素 酶 定量 基 
因 表达 时 ,采用 了 双 报 告 基 因 系 统 (Sherf et al., 
1996) 。 目 前 广泛 应 用 的 是 与 组 成 型 启动 子 偶 联 的 
VERE ICA WE ( Renilla luciferase) 5E ES 2 WB, Bek 
虫 欧 光 素 酶 基因 为 报告 基因 (Matsuo et al, 2002) 。 
双 报 告 基 因 系 统 使 实验 报告 基因 检测 结果 均一 化 ， 
即 可 以 将 培养 细胞 数目 的 不 同 、 细 胞 状态 的 差异 和 
细胞 转 染 效率 的 高 低 等 外 在 实验 影响 降低 ,使 检测 
结果 更 精准 。 

2014 年 有 研究 者 研究 旷 皮 激素 受 体 基因 
BmUSP ( Bombyx mori ultraspiracle gene) 的 启动 子 在 
Mit BEER SP A RD BR T6 HE, AP OLE RI 
报告 基因 表达 系统 分 析 证 明 BmUSP 启动 子 区 域 
-485 - -445 以 及 -307 - -281 有 特异 元 件 抑制 
BmUSP 启动 子 活 性 (Huang et al., 2014) 。 

2.1.2 单 报告 基因 表达 系统 : 利用 单个 报告 基因 
lll EGFP, Red, LacZ 和 luc 等 表达 载体 以 转 染 或 电 
穿孔 的 方式 导入 细胞 内 使 其 瞬时 表达 ,这 种 方法 便 
利 , 快 捷 , 但 精准 度 和 灵敏 度 不 如 双 荧 光 素 酶 报告 基 
因 表 达 系 统 。 在 研究 蜜蜂 Am-actin5c, elp2l, Am- 
hsp83 , Am-hsp70 启动 子 时 ,分 别 截 取 4 个 基因 上 游 
不 同 长 度 DNA 片段 驱动 红色 奕 光 和 蛋白 基因 ( Red ) 
在 S21 细胞 中 瞬时 表达 ,只 有 elp2l 启动 子 驱 动 Red 
没有 检测 到 红色 殉 光 。 为 了 进一步 探究 elp2! 启动 
子 是 否 具 有 活性 ,作者 以 电 穿 孔 方 式 将 pIZ/ V5- 
elp21-EGFP 载体 导入 蜜 蜂 的 脑 中 ,在 蜜蜂 脑 中 检测 
到 EGFP 的 表达 (Schulte et al., 2013) 。 

2.1.3 昆虫 杆 状 病毒 表达 载体 系统 : 昆虫 启动 子 
的 研究 一 般 需要 在 细胞 及 个 体 水 平 上 鉴定 。 昆 虫 培 
养 细 胞 与 个 体 在 细胞 环境 和 调控 因子 等 方面 存在 许 
多 差异 ,所 以 个 体 水 平 的 鉴定 是 必要 的 。 昆 虫 启动 
子 不 可 遗传 表达 分 析 在 个 体 水 平 上 常 采用 昆虫 杆 状 
病毒 表达 载体 系统 ( Baculovirus expression vector 
system, BEVS) ,该 系统 利用 昆虫 杆 状 病毒 将 外 源 目 
的 基因 导入 昆虫 体内 或 昆虫 培养 细胞 内 表达 重组 蛋 
白 (O'Reilly et al., 1992; Ikonomou et al., 2003), H 
前 在 昆虫 中 使 用 的 病毒 载体 主要 是 利用 BEVS 开发 的 
首 菩 银 纹 夜 蛾 多 核 衣 壳 核 型 多 角 体 病毒 ( Autographa 
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multinucleocapsid ^^ nucleopolyhedrovirus , 


AcMNPV ) 和 家 不 核 型 多 角 体 病毒 ( Bombyx mori 
nucleopolyhedrovirus, BmNPV) 。Luckow 等 (1993 ) FF 




















童 晓 玲 等 : 昆虫 启动 子 的 研究 及 应 用 





三 
Uu 


363 





A1 已 报道 的 昆虫 基因 启动 子 鉴定 示例 


Table 1 Reported instances of the identification of insect gene promoters 




















物种 基因 启动 子 鉴定 方法 参考 文献 
Species Gene Promoter identification method References 
JB Drosophila Nanos 转基因 Transgene, 缺失 分 析 Deletion assay Ali et al., 2010 
MSSP-a2, MSSP-g2 转基因 Transgene Christophides et al., 2000 
twist 转基因 Transgene Pan et al., 1991 
actin 5C 转基因 Transgene Thummel, 1988 
ninaE 转基因 Transgene, 缺失 分 析 Deletion assay Mismer et al., 1987 
IR X ptit Aedes aegypti 30K a, 30K b 转基因 Transgene Mathur et al., 2010 
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Moreira et al., 2000 
Kokoza, 2000 
Abraham et al., 2005 
Nolan et al., 2011 
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发 了 一 种 快速 有 效 的 产生 重组 AcMNPV 的 方法 , 这 
种 方法 称 为 Bac-to-Bac 表达 系统 , BH WM AN al 
(bacterium ) 到 杆 状 病毒 (baculovirus ) 。 Bac-to-Bac 
杆 状 病毒 表达 系统 主要 包括 :(1) 能 够 产生 包含 目 
的 位 点 表达 结构 的 pFastBac 捐献 质粒 ;(2) 包 含 杆 
状 病毒 质粒 和 辅助 质粒 的 DH10Bac 宿主 , pFastBac 
表达 质粒 转化 到 大 肠 杆菌 DH10Bac 后 可 产生 重组 
杆 粒 ;(3) 包 括 GUS 或 CAT 报告 基因 的 控制 表达 载 
体 ,在 感染 细胞 产生 重组 杆 状 病毒 ,报告 基因 的 表达 
便于 检测 挑选 阳性 菌落 。Bac-to-Bac 系统 是 昆虫 启 
动 子 鉴定 中 常用 方法 。 在 鉴定 家 乍 血液 中 特异 表达 
的 启动 子 时 就 利用 了 Bac-to-Bac 表达 系统 (Zhang et 
al., 2015) 。 其 周期 大 约 2 周 , 量 该 系统 在 昆虫 中 应 











昆虫 不 育 和 害虫 生物 防治 中 。 


3 昆虫 启动 子 特异 元 件 鉴定 





启动 子 包含 一 些 如 调控 启动 子 在 特异 组 织 中 表 
达 激活 或 抑制 启动 子 活性 的 特异 元 件 。 对 启动 子 
特异 元 件 的 解析 有 助 于 解析 基因 功能 、 基 因 调 控 网 
络 \ 启 动 子 的 特异 性 及 活性 等 。 本 文 将 昆虫 中 已 报 
道 的 启动 子 特异 元 件 的 鉴定 示例 列 人 表 2。 

启动 子 重要 序列 如 CTTA HEA TATA 框 均 是 通 
过 点 突变 的 方法 确定 其 结构 和 功能 的 ( Ward et al., 
2001) 。 点 突变 ,插入 及 缺失 分 析 是 研究 启动 子 区 域 
特异 元 件 最 直观 的 方法 。 通 过 缺失 或 搬 和 人 特定 序列 


















































用 已 相当 成 熟 。 但 BEVS 有 宿主 限制 性 , 且 病 毒 侵 
染 各 组 织 的 时 间 和 效率 不 一 致 (Sriram et al., 1997; 
Sehgal and Gopinathan, 1998) 。 这 可 能 限制 了 BEVS 
对 一 些 启动 子 的 研究 ,同时 也 需要 一 个 更 广 谱 的 系 
统 被 开发 出 来 。 
2.2 可 遗传 表达 分 析 方 法 

昆虫 启动 子 可 遗传 表达 分 析 是 指 利用 转 座 子 的 
特性 将 目的 序列 插入 到 昆虫 基因 组 中 并 遗传 给 后 
代 , 可 持续 检测 启动 子 的 表达 情况 。20 世纪 40 年 
代 McClintock 首次 在 玉米 中 发 现 了 转 座 子 
(transposon) ( Mcclintock ，1950 ) 。 转 座 子 种 类 很 
多 ,在 昆虫 中 应 用 较 多 的 转 座 子 有 Hermes, Minos, 
Mosl, P 和 piggyBac。 

蚊虫 作为 一 些 传染 性 疾病 的 传播 载体 ,对 人 类 
的 生命 健康 存在 很 大 的 威胁 。Moreira 等 (2010 ) ffl 
用 Hermes 和 Mosl 转 座 子 ,对 蚊虫 早期 卵 进行 显 微 
注射 ,筛选 得 到 转基因 阳性 个 体 。 在 转基因 个 体 中 
鉴定 到 埃及 伊 蚊 Aedes aegypti YR [KB ( AeCP) 基 
编码 框 上 游 1.4 kb 区 域 启 动 报告 基因 在 肠 道 中 特 
FR A, m DX) EG ME EX Anopheles gambiae X BK We 
(AgCP) 基 因 编 码 区 上 游 3.4 kb 也 可 启动 报告 基因 
在 中 肠 中 特异 表达 ,这 为 蚊虫 传播 疾病 的 防 探 提供 
了 参考 。Xu 等 (2015 ) 在 鉴定 家 看 基因 BmpA 和 
BmR1 启动 子 特性 时 利用 piggyBac 转 座 子 在 家 看 
Bombyx mori 早期 胚胎 显 微 注射 BmpB4 和 BmR1 启动 
子 驱 动 EGFP 表达 载体 ,以 荧光 为 标记 筛选 转基因 
个 体 ,解剖 转基因 个 体 的 各 个 组 织 进行 荧光 观察 ,并 
检测 各 组 织 EGFP mRNA 的 表达 ,鉴定 得 到 BmB4 
和 BmR1 启动 子 在 雄性 墨 丸 中 特异 表达 。 对 BmB4 
和 BmR1 启动 子 的 鉴定 可 以 更 好 地 阐明 墨 丸 特异 表 
达 基 因 的 功能 ,同时 也 可 应 用 到 建立 限 性 家 看 品系 、 









































或 改变 碱 基 序 列 ,以 检测 启动 子 活性 变化 确定 启动 子 
特异 元 件 的 位 置 和 功能 。 在 鉴定 果 晶 B2 tubulin 启动 
子 调控 序列 时 ,构建 启动 子 缺失 载体 ,通过 转基因 整 
合 到 基因 组 中 ,鉴定 到 该 基因 局 动 子 -51 - -38 的 
14 bp 区 域 是 UEL 保守 元 件 , 其 调控 B2 tubulin 启动 
子 特异 在 精 代 中 表达 ( Michiels et al., 1989) 。 

启动 子 特异 元 件 的 鉴定 过 程 也 是 研究 核酸 - 蛋 
白 相 互 作用 的 关系 ,因此 可 将 研究 核酸 -蛋白 互 作 的 
技术 运用 到 启动 子 特异 元 件 的 鉴定 中 。 研 究 核 酸 - 
蛋白 互 作 的 技术 有 硝化 纤维 膜 过 滤 法 .足迹 法 、 
Southwestern EN yh Ak 4c. BE We xt £e oY Wr SE 
(electrophoretic mobility shift assay, EMSA) 蛋白 微 
阵列 技术 os Fr CN .酵母 单 杂 交 、 染 色 质 免疫 共 沉 
YE (ChIP) 及 其 衍生 技术 ChIP-seq 和 ChIP-on-chip 、 
离子 共振 技术 分子 模 拟 、 指 数 富 集 的 配 体 系统 进化 
(SELEX) 技术 以 及 与 二 代 测 序 联合 的 方法 、 扫 描 控 
针 显 微 镜 等 方法 (Jones and Berg, 1966; Galas and 
Schmitz, 1978; Bowen et al., 1980; Braunstein et al., 
1993; Panno et al., 2006) , 

目前 昆虫 启动 子 特异 元 件 的 鉴定 中 DNase I Æ 
迹 法 EMSA 和 ChIP 应 用 较 多 。DNase I 足迹 法 是 
一 种 精确 鉴定 DNA 结合 蛋白 与 DNA 结合 位 置 的 方 
法 。 利 用 空间 位 阻 效应 ,DNA 结合 蛋白 与 特异 DNA 
序列 结合 可 以 保护 磷酸 二 酯 骨架 不 被 DNase 工 水 
解 ,而 没有 被 保护 的 DNA 序列 则 会 被 DNase I 水解 
成 不 同 长 度 的 DNA 片段 ,这 些 DNA 片段 可 形成 只 
有 一 个 核 并 酸 差 异 的 DNA 梯形 带 。 传 统 DNase | 
足迹 法 是 使 用 同位 素 进行 标记 ,对 实验 环境 要 求 较 
高 , 现 有 荧光 标记 结合 ABI 测序 仪 的 方法 进行 
DNase 工 足迹 分 析 (Zianni et al., 2006), EMSA X 
要 用 于 研究 核酸 与 蛋 日 的 相互 作用 ,其 是 基于 和 蛋白 - 
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放射 性 同位 素 标记 核酸 探 针 , 虽 灵敏 度 高 但 易 污 染 
环境 ,对 操作 者 安全 存在 危害 。 后 有 用 地 高 辛 、 生 物 
素 等 非 放 射 性 物 标 记 探 针 的 化 学 发 光 EMSA, 荧光 
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表 2 昆虫 基因 启动 子 特异 元 件 鉴定 示例 
Table 2 Instances of identification of insect gene promoter specific elements 
物种 基因 启动 子 特定 元 件 鉴 定 方法 参考 文献 
Species Cene Promoter specific element identification method References 
S Drosophila Lsp-2 转基因 Transgene Benes et al., 1996 
yps 转基因 Transgene, 缺失 分 析 Deletion assay Sgndergaard et al., 1995 
B2. tubulin 转基因 Transgene, 缺失 分 析 Deletion assay Michiels et al., 1989 
缺失 分 析 Deletion assay, DNase I 足迹 法 DNase I 
E74 Thummel, 1989 
footprinting, 瞬时 表达 Transient expression 
缺失 分 析 Deletion assay, S1 核酸 酶 作 图 SI mapping, 瞬时 
hsp70 DS Pelham, 1982 
表达 Transient expression 
双 荧 光 素 酶 报告 基因 系统 Dual-luciferase reporter gene 
He Di bie bantam Sues : POSTE 钱 进军 , 2009 
system, ChIP 
Py EE Ed dC vasa 转基因 Transgene Papathanos et al., 2009 


Skavdis et al., 1996 
Kokoza et al., 2001 


Wu et al., 2002 


Li et al., 2014 


Hua et al., 2016 


Zhao et al., 2015 


Tsatsarounos et al., 2015 


Cai et al., 2014 


Huang et al., 2014 


Xu H et al., 2014 


Yu et al., 2012 


Wang et al., 2009 


Liu et al., 2006 


Taniai and Tomita, 2000 
Mangé et al., 1997 


染料 标记 探 针 的 荧光 EMSA 、 近 红外 荧光 素 标记 探 
针 的 近 红 外 荧光 EMSA ,也 有 
势 发 展 起 来 的 毛细 管 凝 胶 阻 清 电 泳 技术 (Lecaptain 
et al., 2001) EMSA 技术 对 不 同 核酸 片段 的 亲 和 
力 不 同 ,对 于 低 亲 和 力 的 很 难 识别 ,也 不 能 用 于 蛋白 


毛细 管 电泳 的 优 
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复合 体 与 核酸 的 研究 。 而 且 体外 环境 与 体内 差别 很 
大 ,EMSA 对 于 真正 模拟 体内 核酸 结合 蛋白 与 核酸 
之 间 的 互 作 ,不 能 很 好 地 满足 研究 者 的 要 求 。 而 
ChIP 技术 正好 可 以 弥补 这 一 不 足 ,ChlP 是 研究 生理 
状态 下 蛋白质 和 DNA 结合 的 方法 。ChIP 实验 基本 
方法 是 随机 将 染色 质 切 断 为 一 定 长 度 的 小 片段 染色 
质 ,通过 免疫 学 方法 沉淀 复合 体 ,特异 性 地 富 集 目的 
蛋白 结合 的 DNA 片段 ,通过 对 目的 DNA 片段 的 纯 
化 和 检测 , 而 得 到 蛋白 和 DNA. 互 作 的 信息 。ChIP 
也 有 其 局 限 性 ,其 需要 特异 蛋白 抗体 ,这 限制 了 一 些 
基因 的 研究 。 但 ChIP 作为 反映 活体 内 蛋白 与 DNA 
作用 的 技术 ,能 真实 捕获 体内 反 式 因子 和 顺 式 元 件 
的 互 作 、 组 蛋白 的 各 种 共 价 修饰 与 基因 表达 关系 等 。 
ChIP 还 有 许多 衍生 技术 :(1) ChIP-on-chip 是 建立 于 
ChIP 和 芯片 技术 之 上 的 能 在 全 基因 组 范围 内 定位 
分 析 技 术 ,可 用 于 分 析 顺 式 作用 元 件 与 反 式 作用 
子 的 互 作 ;(2) ChIP-seq 是 ChIP 与 高 通 量 测序 相 结 
合 的 技术 , 现 已 成 为 全 基因 组 范围 内 分 析 表 观 遗 传 
学 和 转录 调控 机 制 的 标 配 ; (3) Re-ChIP 是 对 同一 
DNA JI] ,用 两 种 不 同 的 抗体 相继 进行 两 次 免疫 共 
沉淀 ,以 确定 两 种 结合 蛋白 在 同一 染色 质 片段 上 的 

























































































Galizi et al., 2014) 。 斯 氏 按 蚊 Anopheles stephensi 是 
亚洲 症 疾 传播 的 载体 ,2015 年 有 实验 证 据 称 以 生殖 
细胞 特异 表达 的 vasa 启动 子 驱 动 cas9 基因 ,利用 基 
于 CRISPR 的 基因 驱动 技术 有 望 在 斯 氏 按 蚊 或 其 他 
传染 性 疾病 载体 中 将 抗 症 疾 基因 扩散 到 目标 群体 中 
(Gantz et al., 2015)。 这 对 于 传染 性 疾病 的 防治 有 
重要 意义 。 

昆虫 启动 子 也 可 以 应 用 到 生物 反应 带 中 。 在 家 
大 中 利用 后 部 丝 脲 特异 表达 的 丝 素 蛋白 轻 链 ( Fib- 
L) 基 因 启 动 子 驱动 表达 人 的 焉 型 胶原 蛋白 (Tomita 
et al., 2003) ;2006 年 利用 Fib-L 基因 启动 子 表达 了 
人 的 成 纤维 生长 因子 的 融合 蛋白 (Hino et al., 
2006)。 同 样 利 用 后 部 丝 腺 特异 表达 的 丝 素 和 蛋白 重 
链 ( Fib-H) 表达 系统 表达 猫 干 扰 素 和 丝 素 融 合 蛋 
和 白 ,以 及 利用 中 部 丝 腺 特异 表达 的 丝 胶 蛋白 Ser-l 
基因 启动 子 表 达 了 人 血清 白 蛋 白 ( Kurihara et al., 
2007; Ogawa et al., 2007) 。 

研究 启动 子 的 方法 很 多 , 而且 对 启动 子 的 研究 
不 再 局 限 单一 的 技术 ,更 多 的 是 几 种 技术 的 组 合 。 
近年 来 CRISPR-dCas9 技术 问世 ,qdCas9 (dead Cas9 ) 
是 指 野生 型 Caso 蛋白 两 个 切割 结构 域 RuvCZHNH 


















































结合 ;(4) ChIP 与 体内 足迹 法 相 结合 ,可 寻找 反 式 
因子 在 体内 的 结合 位 点 ( 张 金 壁 等 ,2009; Schulz 
and Hiussler, 2014) , 


4 昆虫 启动 子 的 应 用 与 展望 


昆虫 种 群 庞大 ,种 类 繁盛 ,与 人 类 生活 息 息 相 
关 。 许 多 昆虫 是 传染 性 疾病 的 传播 者 ,也 有 不 少 昆 
虫 可 以 带 来 可 观 的 经 济 效应 。 对 昆虫 启动 子 的 应 用 
可 以 为 建立 环境 友好 型 物种 特异 型 的 害虫 防治 英 
定 基础 ,使 害虫 防治 更 精准 。 利 用 组 织 / 时 期 特异 性 
表达 的 启动 子 驱 动 显 性 致死 基因 或 免疫 应 答 相 关 基 
因 , 以 转基因 或 基因 驱动 方式 在 昆虫 群体 中 表达 ,使 
有 害 昆 虫 在 种 群 内 性 别 失衡 ,或 使 昆虫 不 能 作为 病 
原 体 的 宿主 即 具有 抗 病 原 体 的 特性 而 无 法 传播 疾 
病 ,这 对 于 害虫 防治 有 重要 意义 。 昆 虫 不 育 技术 
(sterile insect technique, SIT) 在 害虫 防治 中 已 有 应 
用 ,结合 传统 的 SIT 利用 特异 性 启动 子 启动 显 性 致 
死 基因 构建 遗传 不 育 品系 对 于 害虫 防治 是 一 种 物种 
Vor \ 环 境 友好 的 新 策略 。 利 用 精 介 特异 表达 的 B2 
tubulin JA BF Jt SA BRAK AR) AE I-Ppo 1 在 冈 比 
亚 蚊 中 已 成 功 建立 了 携带 显 性 致死 基因 的 不 育 品 系 
( Windbichler et al., 2008; Papathanos et al., 2009; 

































































突变 失 活 ,dCas9 以 类 似 占 位 作用 可 以 在 sgRNA 的 
引导 下 标 贡 特异 DNA 序列 (Qi et al., 2013), 设计 
不 同 的 变 体 如 deas) 蛋白 融合 表达 启动 子 激活 子 或 
抑制 子 、 设 计 sgRNA 招募 反 式 激活 因子 或 抑制 因子 
等 ,可 研究 启动 子 特异 序列 的 功能 。CRISPR-dCas9 
没有 对 基因 序列 进行 编辑 , 可 利用 诱导 型 启动 子 驱 
动 deas9 或 sgRNA 的 表达 ,使 激活 或 抑制 作用 可 逆 。 
这 可 能 成 为 今后 研究 启动 子 的 新 方法 。 人 工 启动 子 
文库 的 建立 为 筛选 人 工 启动 子 提供 更 大 便利 。 在 植 
物 中 利用 已 鉴定 的 启动 子 重要 元 件 构建 人 工 启 动 子 
如 SynPro3, SynPro5 和 SAR 等 或 是 将 已 鉴定 的 元 件 
插入 原 有 启动 子 中 构建 租 合 启动 子 (Tto et al., 
1998; Rushton et al., 2002; Gurr and Rushton, 
2005 ) 。 目 前 昆虫 中 常用 的 特异 在 神经 系统 中 表达 
的 人 工 启动 子 3xP3 已 在 许多 昆虫 物种 如 家 和 蛋 、 果 
he T RU X Tribolium castaneum、 蜜 蜂 、 和 斜纹 
PEAR Spodoptera litura 中 应 用 。 未 来 在 基因 工程 中 
可 能 会 出 现 各 种 高 表达 组 织 特异 的 人 工 启 动 子 , 这 
就 需要 对 现 有 的 启动 子 进行 透彻 的 研究 ,为 人 工 启 
动 子 的 发 握 和 优化 提供 强 有 力 的 支持 。 启 动 子 是 转 
录 过 程 中 重要 的 元 件 , 而 转录 又 是 众多 蛋白 因子 和 
核酸 及 细胞 内 微 环境 在 三 维 结构 水 平 协调 合作 的 复 
杂 过 程 。 对 启动 子 的 研究 也 是 研究 转录 这 一 重要 生 
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